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บทคัดย่อ
 เอวิดนิและสเตรปตราวิดนิเปน็ไกลโคโปรตนีทีส่ามารถจบักบัโมเลกลุของไบโอตนิไดด้ ีเนือ่งจากคา่คงท่ี
ในการจับของโปรตีนทั้งสองกับไบโอตินมีค่าสูง งานวิจัยนี้ได้ทำาการสังเคราะห์อนุพันธ์ของไพรีนชนิดใหม่ คือ 
d-biotinyl-1(1-pyrene)methylamide (Py-biotin) โดยการเชื่อมต่อโมเลกุลของไพรีนกับไบโอติน และ
ศึกษาการจับระหว่างอนุพันธ์ของไพรีน (Py-biotin) กับโปรตีนเอวิดิน และสเตรปตาวิดิน โดยใช้เทคนิค 
สเปกโทรสโกปี จากการศึกษาโดยการวัดค่าดูดกลืนแสง และคำานวณค่าคงที่การจับ (Binding constant, Kb) 
ของไพไบโอติน เมื่อจับกับเอวิดิน และสเตรปตาวิดิน พบว่ามีค่าเท่ากับ 1.00#106 และ 6.79#105 M-1 
ตามลำาดับ ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 342 นาโนเมตรของไพไบโอตินจะเลื่อนไปในทิศทางที่
ความยาวคลื่นเพิ่มขึ้น ประมาณ 3 นาโนเมตร ค่าการคายแสงของไพไบโอตินจะลดลงเมื่อจับกับโปรตีนเอวิดิน





 New pyrenyl probe, d-biotinyl-1(1-pyrene)methylamide (Py-biotin), was synthesized by 
coupling d-biotin to 1(1-pyrene)methylamine hydrochloride. This study focuses on binding 
interactions between Py-biotin to avidin and streptavidin. Binding studies of Py-biotin to both 
proteins were investigated using spectroscopic techniques. Binding affinity of Py-biotin to 
proteins was resulted from absorption titration of protein to Py-biotin solution. Binding constants 
for Py-biotin with avidin and streptavidin were 1.00#106 and 6.79#105 M-1, respectively. 
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The absorption spectra of Py-biotin at 342 nm undergo changes upon binding to strept (avidin) 
with red shifts (3 nm) of the absorption peak positions. Adding of strepavidin (0-10 µM) to 
Py-biotin solution resulted in the decrease of Py-biotin fluorescence intensity. This observation 
indicates the protection of pyrene chromophore from aqueous solution by the protein matrix. 
Binding affinity of Py-biotin to avidin is about 1.5 folds higher than that of Py-biotin to 
streptavidin.











Acid Sequencing) แล้ว โมเลกุลเหล่านี้ยังสามารถ
ทำาหน้าท่ีเปน็ตัวช้ีบอกในการศึกษาถงึโครงสรา้งของ











การเกิดปฏิกิริยา (Binding Site) ได้ ในงานวิจัยนี้
จึงมีการใช้ D(+)-biotin ซ่ึงเป็นสับสเตรทของเอวิดิน 
(Avidin) และสเตรปตาวิน (Streptavidin) มาเชือ่ม
ต่อกับอนุพันธ์ไพรีน ไบโอติน (biotin, vitamin B 
หรือ vitamin H) มีลักษณะเป็นผลึกสีขาวแยกได้
จากไข่ขาว ชนิดที่พบในธรรมชาติ คือ dextro- 
rotary form หรือ D(+)-biotin (ภาพที่ 1) ซึ่งเป็น
ชนิดเดียวท่ีร่างกายใช้เป็นส่วนประกอบของโคเอนไซม์ 
ซึ่งค่าคงที่การจับ (Binding Constant) ระหว่าง 
ไบโอตินกับเอวิดิน (Biotin-avidin) และไบโอติน 
กบัสเตรปตาวดินิ (Biotin-streptavidin) มคีา่สงูถงึ 
~1015 M-1 นอกจากนี้ ได้มีการนำาปฏิกิริยาระหว่าง
ไบโอตินกับเอวิดิน และไบโอตินกับสเตรปตาวิดิน 









ของสิ่งมีชีวิต (Biological Activity) เช่น การเร่ง
ปฏกิริยิาโดยเอนไซม ์(Enzymatic Catalysis) หรอื
การจับของแอนติบอดี้ (Antibody Binding) และ
ประการท่ีส่ี ไบโอตินสามารถท่ีจะนำามาสังเคราะห์เป็น
โมเลกุลอนุพันธ์ไพรีน เช่น ไพไบโอตินได้ 
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ภาพที่	1 โครงสร้างโมเลกุลของ D(+)-biotin
ที่มา: Sigma-Aldrich. (2011, March). D-Bioth 












 1. นำา 1-Pyrenemethylamine hydrochlo-
ride (PMAC) (จากบริษัท Aldrich, purity 95%) 
50 มิลลิกรัม ไปทำาปฏิกิริยากับ D(+)biotin (จาก
บริษัท Acros, purity 98%) 50 มิลลิกรัม โดยละลาย
ในอะซิโตรไนไทรล์ (Acetonitrile) ปริมาตร 30 
มิลลิลิตร และเตตระไฮโดรฟิวราน (Tetrahydrofuran) 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากน้ันเติมไดไซโคลเฮกซิล 
คาร์โบไดอิไมด์ (Dicyclohexyl Carbodiimide, 
DCC) 100 มิลลิกรัม และ 5 เปอร์เซนต์ โซเดียม 
ไบคาร์บอเนตโดยน้ำาหนักต่อปริมาตร (5%(w/v) 
Sodium Bicarbonate) (ละลายใน 80 เปอร์เซนต์ 
อะซิโทรไนไทรล์ต่อน้ำา) ดังแสดงในภาพที่ 2 
 2. คนสารละลายที่อุณหภูมิห้อง และทำาการ
ตรวจสอบผลิตผลที่เกิดขึ้นโดยใช้ทินแลร์โครมาโต
กราฟ ี(TLC) ทกุๆ 1 ชัว่โมง เมือ่ปริมาณของผลติผล
ไม่เกิดเพิ่มขึ้นจึงเติมน้ำา เพื่อหยุดปฏิกิริยา 




 4. นำาไประเหยแห้ง และแยกสารท่ีได้ (Crude) 
ให้บริสุทธ์ิโดยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี (Column 
Chromatography) โดยใช้ซิลิกาเจล (Silica gel) 
เป็นเฟสคงท่ี (Stationary phase) และตรวจสอบ
โครงสร้างของสารบริสุทธ์ิ โดยใช้ UV, Fluorescence, 
NMR และ Mass Spectroscopy 
ภาพที่	2 ปฏิกิริยาการสังเคราะห์ไพไบโอดิน
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 การศึกษาทางสเปกโทรสโกปี
	 1.	การศึกษาการจับ	 (Binding)	 ของ 
ไพไบโอตินกับเอวิดิน	 และสเตรปตาวิดิน	 โดย
การวัดการดูดกลืนแสง
  1.1 เตมิสารละลายเอวิดิน (หรอืสเตรปตา
วิดิน) ความเข้มข้น 0-10 ไมโครโมลาร์ ลงในสาร 
ละลายไพไบโอติน ซึ่งละลายใน 50 mM Tris–HCl 
buffer, pH 7.0 จากนั้นนำาไปวัดการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 300-400 นาโนเมตร 
   1.2 เขียนกราฟระหว่างค่าการดูดกลืนแสง
ของไพไบโอติน ที่ความยาวคลื่น 343 นาโนเมตร 
ที่แต่ละความเข้มข้นของเอวิดินและสเตรปตาวิดิน 
กับความเข้มข้นของเอวิดินและสเตรปตาวิดิน
  1.3 คำานวณหาค่าคงที่การจับ (Binding 
Constant) จากสมการของ Scatchard equation [6]
[1/Cf = Kb((n/r)-1)] ...............(1)
โดยที่ r = อัตราส่วนความเข้มข้นของตัวชี้บอกที่ 
จับกับโปรตีน (Bound Probe) ต่อความเข้มข้นของ
โปรตีน (Cb/ [avidin] หรือ Cb/ [streptavidin])
 Cf = ความเขม้ขน้ของตวัช้ีบอกอสิระ (Free 
Probe)
 n = จำานวนของตำาแหนง่จำาเพาะในการเกดิ
ปฏิกิริยา (Binding Site)
 Kb = ค่าคงที่การจับ
	 2.	การศึกษาการจับ	 (Binding)	 ของ 
ไพไบโอตินกับเอวิดินและสเตรปตาวิดิน	 โดย 
การวัดการคายแสง	
  2.1 เตมิสารละลายเอวิดนิ หรอื สเตรปตา
วิดิน ความเข้มข้น 0-10 ไมโครโมลาร์ ลงในสารละลาย
ไพไบโอตนิ (2 ไมโครโมลาร)์ ใน 50 mM Tris–HCl 
buffer, pH 7.0 นำาไปวัดการคายแสงที่ 350-500 
นาโนเมตรโดยกระตุ้นที่ 342 นาโนเมตร
  2.2 นำาค่าการคายแสงของไพไบโอติน 
ทีไ่ดจ้ากความยาวคลืน่ 376 นาโนเมตร ทีแ่ตล่ะความ
เข้มข้นของเอวิดินและสเตรปตาวิดิน มาเทียบกับค่า
การคายแสงของไพไบโอตนิทีค่วามเขม้ขน้ 0 ไมโคร
โมลาร์ ของเอวิดินและสเตรปตาวิน จะได้ Io/I 
  2.3 เขียนกราฟระหว่าง Io/I กับความ 
เข้มข้นของเอวิดินและสเตรปตาวิดิน 
  2.4 คำานวณหาค่าคงท่ี Ksv จากสมการ 
Stern-Volmer equation [7]
Io/I = 1+ Ksv [Q] ...............(2)
โดยที่ Io และ I คือ ความเข้มข้นแสงฟลูออเรสเซนต์ 
(Fluorescence) ของตัวช้ีบอกก่อนและหลังเติม 
เอวิดินและสเตรปตาวิดิน ตามลำาดับ
 Ksv คือ Stern-Volmer quenching constant 








  3.1 เติมสารละลายเฮกซะมีนโคบอลต์ 
(III) ไตรคลอไรด์ (CoHA) ความเข้มข้น 0-1 มิลลิ
โมลาร์ ลงในสารละลายผสมของไพไบโอติน (ความ
เข้มข้น 2 ไมโครโมลาร์) กับเอวิดิน (ความเข้มข้น 
10 ไมโครโมลาร์) และสารละลายผสมของไพไบโอติน 
(ความเข้มข้น 2 ไมโครโมลาร์) กับสเตรปตาวิดิน 
(ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์) แล้วนำาไปวัดการ
คายแสงที่ความยาวคลื่น 350-500 นาโนเมตร
  3.2 นำาค่าการคายแสงของตัวชี้บอก ที่
ความยาวคลื่น 376 นาโนเมตรที่แต่ละความเข้มข้น
ของ เฮกซะมีนโคบอลต์ (III) ไตรคลอไรด์ มาเทียบ
กับค่าการคายแสงของตัวชี้บอก ที่ 376 นาโนเมตร 
ทีค่วามเข้มข้น 0 ไมโครโมลาร์ของเฮกซะมีนโคบอลต ์
(III) ไตรคลอไรด์ จะได้ Io/I 
  3.3 เขียนกราฟระหว่าง Io/I กับความ 
เข้มข้นของเฮกซะมีนโคบอลต ์(III) ไตรคลอไรด ์และ
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คำานวณหา Quenching Constant จากสมการของ 
Stern-Volmer
ผลการวิจัย
  การตรวจสอบโครงสรา้งของไพไบโอตนิ 
  จากการสังเคราะห์โมเลกุลของไพไบโอติน 
(d-biotinyl-1(1-pyrene)methylamide, Py-biotin) 
และทำาให้บริสุทธิ์โดยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี 





อมเหลือง จุดหลอมเหลว 176-180 องศาเซลเซียส 
NMR spectrum: 1H NMR (400 MHz, d6-DMSO): 
d7.8–8.2 (9H), 7.1 (5H), 5.0 (1H), 4.1 (1H), 3.8 
(1H), 3.3 (2H), 2.2 (2H), 1.8–2.1 (6H) และ Mass 
spectrum: m/z 456.4 (M+) ให้ค่าการดูดกลืนแสง
สูงสุดท่ีความยาวคลื่นประมาณ 342 นาโนเมตร 
ค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงของไพไบโอติน มีค่า
เท่ากับ 1.05#104 M-1cm-1 สำาหรับสเปกตรัมการ 
คายแสงของไพไบโอติน พบว่าให้ค่าการคายแสง





	 1.	การศึกษาการจับ	 (Binding)	 ของ 
ไพไบโอติน	 กับเอวิดินและสเตรปตาวิดิน	 โดย
การวัดการดูดกลืนแสง
  การเติมสารละลายโปรตีนเอวิดิน ลงใน
สารละลายไพไบโอติน (ความเข้มข้น 4.19 ไมโคร- 
โมลาร์) จะทำาให้เกิดการเปลี่ยนแปลงตำาแหน่งของ
สเปกตรัมไปที่ความยาวเพ่ิมขึ้น (Red Shift) 
ประมาณ 3 นาโนเมตร และมีสเปกตรัมที่ลดต่ำาลง 
(Hypochromism) ดังแสดงในภาพที่ 4
ภาพที่	4 สเปกตรมัการดดูกลนืแสงของไพไบโอดนิ 
(4.19 ไมโครโมลาร์) กับเอวิดิน (0-1.5 
ไมโครโมลาร์)
  การเติมสารละลายโปรตีนสเตรปตาวิดิน
ลงในสารละลายไพไบโอตนิเขม้ขน้ 4.6 ไมโครโมลาร ์
จะทำาใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงตำาแหนง่ของสเปกตรัม
ไปที่ความยาวเพิ่มขึ้นประมาณ 3 นาโนเมตร และมี
สเปกตรัมที่ลดต่ำาลง ดังแสดงในภาพที่ 5 
ภาพที่	5 สเปกตรมัการดดูกลนืแสงของไพไบโอดนิ 
(4.6 ไมโครโมลาร์) กับสเตรปตาวิดิน 
(0-1.7 ไมโครโมลาร์)
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  จากการนำาค่าการดูดกลืนแสงในภาพที่ 4 
และภาพท่ี 5 ไปคำานวณหาค่าคงท่ีการจับ (Kb) โดยใช้ 
Scatchard Equation ได้ค่า Kb สำาหรับไพไบโอติน 
กับเอวิดิน เท่ากับ 1.0 x 106 M-1 และค่า Kb สำาหรับ 
ไพไบโอตินกับสเตรปตาวิดิน เท่ากับ 6.79#105 M-1 
จากค่าท่ีได้จะพบว่า ไพไบโอติน สามารถจับกับโปรตีน
เอวิดินได้ดีกว่าสเตรปตาวิดิน ประมาณ 1.5 เท่า 
ค่าคงที่การจับที่ได้สรุปในตารางที่ 1
ตารางที่	1 แสดงค่าคงที่ของการจับ (Kb) ของไพไบโอติน เมื่อจับกับเอวิดินและสเตรปตาวิดิน
ตัวชี้บอกกับโปรตีน ไพไบโอตินกับเอวิดิน ไพไบโอตินกับสเตรปตาวิดิน




  จากการศึกษาถึงผลต่อการคายแสงฟลูออ- 
เรสเซนต์ของไพไบโอติน (เข้มข้น 2 ไมโครโมลาร์) 
ขณะจับอยู่กับโปรตนีเอวิดนิ (ภาพที ่6) และสเตรป- 
ตาวิดิน (เข้มข้น 0-10 ไมโครโมลาร์) (ภาพท่ี 7) 
พบว่าค่าความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ (Fluorescence 
Intensity) ของไพไบโอตนิ จะเพ่ิมขึน้ในช่วงแรกของ
การเติมเอวิดิน (ความเข้มข้น 0, 0.005, 0.01 และ 
0.015 ไมโครโมลาร์) และลดลงในช่วงความเข้มข้น
ของเอวิดินเป็น 2 ถึง 0.10 ไมโครโมลาร์หลังจากนั้น
จะค่อยๆ เพ่ิมขึ้นอีกครั้ง ที่ความเข้มข้นของเอวิดิน 








เม่ือความเข้มข้นของสเตรปตาวิดินเพ่ิมข้ึน (ภาพท่ี 8) 
ซึ่งเหตุผลจะคล้ายกับการลดลงของความเข้มแสง 
ฟลูออเรสเซนต์ ในกรณีของไพไบโอตินจับอยู่กับ 
เอวิดิน เข้มข้น 0.02 ถึง 0.10 ไมโครโมลาร์ เนื่องจาก
ในกรณขีองไพไบโอตนิกบัเอวดินิ มกีารเปลีย่นแปลง
ของค่าความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ ทั้งเพิ่มขึ้นและ
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ภาพท่ี	8	แสดงพบว่าค่าความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ ที่เปลี่ยนแปลงไปของไพไบโอดิน (2 ไมโครโทลาร์) 







ความเข้มข้น 0-0.015 ไมโครโมลาร์ แล้วลดลง
ในช่วงความเข้มข้น 0.02 - 0.10 ไมโครโมลาร์
ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ลดลง







  การยับยั้งการคายแสงของไพไบโอติน 




โคบอลต์ (III) ไตรคลอไรด์เพ่ิมข้ึน ดังแสดงในภาพท่ี 9
ภาพท่ี	9 แสดงสเปกตรัมการคายแสงของไพไบโอดิน (1.8 ไมโครโมลาร์) ในกรณีที่จับอยู่กับโปรตีนเอวิดิน 
ความยาวคลื่นที่ใช้ในการกระตุ้นเท่าดับ 342 นาโนเมตร
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 การศึกษาการคายแสงของไพไบโอติน โดยใช้
เฮกซะมีนโคบอลต์ (III) ไตรคลอไรด์ เป็นตัวยับยั้ง
การคายแสง (Quencher) เพื่อดูความสามารถของ
เฮกซะมีนโคบอลต์ (III) ไตรคลอไรด์ ในการเข้าถึง
ไพไบโอตนิขณะทีจ่บักบัโปรตนี โดยเปรยีบเทยีบกบั
ความสามารถของเฮกซะมีนโคบอลต์ (III) ไตรคลอไรด์ 
ในการเข้าถึงไพไบโอตินอิสระในบัฟเฟอร์ การที่ 
ไพไบโอตินอยู่ภายในโปรตีนจะถูกป้องกันไม่ให้ 
เฮกซะมีนโคบอลต์ (III) ไตรคลอไรด์ เฮกซะมีน- 
โคบอลต์ (III) ไตรคลอไรด์ เข้าถึง แต่ถ้าไพไบโอติน 
อยู่ภายนอกหรอืทีพ่ืน้ผวิโปรตนี จะทำาใหเ้ฮกซะมนี- 







คลืน่ 376 นาโนเมตร ไปคำานวณหาคา่คงทีก่ารยบัยัง้
การคายแสง (Quenching Constant, Ksv) ตาม
สมการของ Stern-Volmer equation (Io/I = 1+ Ksv 
[Q]) โดยค่า Ksv ที่คำานวณได้แสดงในตารางที่ 3
ตารางที่	3 แสดงค่า Ksv ของไพไบโอติน เมื่อไม่มีและมีการจับกับเอวิดินและสเตรปตาวิดิน 
ตัวชี้บอกกับโปรตีน ไพไบโอตินอิสระ ไพไบโอตินกับเอวิดิน ไพไบโอตินกับสเตรปตาวิดิน
Ksv (M-1) 1.023 # 103 2.520 # 102 8.078 # 102
 
 จากตารางที ่3 แสดงใหเ้หน็ว่าในกรณีไพไบ- 
โอตินอิสระเฮกซะมีนโคบอลต์ (III) ไตรคลอไรด์ 
สามารถท่ีจะเข้าถึงไพไบโอติได้ดีกว่าในกรณีท่ีไพไบ- 
โอติน จับกับโปรตีนเอวิดินและสเตรปตาวิดิน ซึ่งดู




ทำาให้เฮกซะมีนโคบอลต์ (III) ไตรคลอไรด์ ไม่สามารถ
เข้าถึงหมู่ไพรีนได้ ค่า Ksv จึงน้อยกว่า แต่การจับกับ
โปรตนีสเตรปตาวิดนิจะจบัทีบ่รเิวณผวิดา้นนอกของ
โปรตีนจึงทำาให้ เฮกซะมีนโคบอลต์ (III) ไตรคลอไรด์ 
สามารถที่จะเข้าถึงไพไบโอตินได้มากกว่า ค่า Ksv 








การดูดกลืนแสง (Absorption Extinction Coefficient) 
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การท่ีหมู่ไพรีนเกิดปฏิกิริยากับกรดอะมิโนท่ีอยู่ภายใน
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